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Methodische Untersuchungen zur autoradiographischen
Darstellung wasserloslicher Stoffe in der Niere *.

Von
H. 0strR, H.-W. KUNDT und R, TAUGNER %%,

Mit 4 Textabbildungen,
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Es ist bisher verschiedentlich versucht worden, dic physiologischen
Ausscheidungsvorgiinge in der Nicre néher zu lokalisieren. Man ver-
wendete dazun u. a. Farbstoffinjektionen (HEIDENHADN u. a.), Mikro-
punktion (Ricusrps u, WEARN, Ourver u. Mitarb.), Mikrokryoskopie
(Wmz) und Bestimmungen des osmotischen Drucks an Nierenschnitten
(UrLricH n. Mitarb.!. Dic verfiigbaren Methoden crlaubten jedoch nur
die Losung einzelner lokalisatorischer Probleme.

Weitere Fortschritte sind hier unseres Erachtens von der Autoradio-
graphie zu crwarten. IThre Verwendung wiirde davon ausgehen, dal sich
i.v. injizierte radioaktive Isotopc voraussichtlich an den Stellen des
Nephrons anreichern, wo sic durch das Tubulusepithel hindurchtreten.
Dic Frage, ob es sich im cinzelnen um Riickresorptions- oder Sekretions-
prozesse handelt, bzv:. ob dic Anrcicherung vom Tubuluslumen oder von
intertubuliren Gefilen her entsteht, sollte in Kontrollversuchen durch
Ausschaltung der Filtration zu entscheiden sein. Die Filtration kann
durch Drossclung der Niercnarteric bis zur Unterschreitung des Filtra-
tionsdruckes oder durch Ligatur der Ureteren reduziert werden. In
jedem Fall wiire dic Zeit von der Isotopeninjcktion bis zur Entnahme
der Nieren so kurz zu withlen, daB dic Aktivitit zum fiberwiegenden Teil
noch in der urspriinglichen chemischen Verbindung vorlicgt.

Dic Autoradiographie ist jedoch bisher zum Studium tubulérer
Transport- bzw. Austauschvorginge noch nicht herangezogen worden,
wahrscheinlich, weil die iiblichen Verfehren zur einwandfreien Dar-
stellung nierenfihiger, d.h. wasserlgslicher Stolle beschrinkter Mole-
kiilgroBe nicht gecignet sind. Ihre Mingel bestchen vor allem in der
Elution von Radioaktivitiit wihrend histologischer oder radiographischer
Vorarbeiten. _ Gleict miBige Aktivititsverluste wiren durch héhere
Tsotopengaben bzw. lingere Exposition zwar leicht zu kompensieren.

* Herrn Prof. Dr. 1%, Eiconortz zum 65. Geburtstag gowidmet.
** Mit Unferstiitzurg der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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Autoradiographische Darstellung wasserléslicher Stoffe in der Niere. 477

Es ist jedoch selbst bei geringfiigigen Auswaschungen damit zu rechnen,
daf die Aktivitit im Verlauf der Vorarbeiten aus cinzelnen Nieren-
bezirken selektiv entfernt wird. Auch Dislokationen der Radioaktivitit,
u. a. durch Diffusion, konnten vorkommen und sich an der Nierc, wo
Strulkturen mit verschiedenartiger Funktion nahe beisammen liegen,
besonders irrefithrend auswirken, Wir suchten daher nach kritischer
Priifung bekannter Verfahren nach ncuen, zuverlissigeren Methodon.
Mit ihrer Hilfe sollte als crstes — in Tortsetzung fritheror Arbeiten von.
TAaveNER u, Mitarb. — die Ausscheidung von trigerfreiem, P32-mar-
kiertem Ortho- und Glycerophosphat studiert werden. Zur Verwendung
kamen die Nieren von Ratten oder Katzen 5—30 min nach der iv.
Injektion von 1—3 mC radioaktiven Ortho- oder Glycerophosphaits.

Experimenteller Teil.

Von verschicdener Seite sind — mit dem Ziel méglichst geringer Altivitits-
verluste — abgekirzte Verfahren zur Gewebsfiwierung boschricben worden. So
ermittelten LamerToN und HARRIS bei 2stiindiger Fixierung mit absolutem Alkohol

: (gefolgt von Xylol und Paraffin) eine AktivititscinbuBe von nur 159,. Horm,
| Cowing und WarrEN gelang es, die Klution von radioaktivem Orthophosphat
durch Verkiirzung dor Formalin-Alkohol-Fixicrung zu reduzieron. Als Einbottungs-
mittel verwendefen sic — nach Entwisserung mit Benzol oder Dioxan — ebenfalls
Paraffin. Auch das freczing-drying-Verfahren, wo dic Paraffineinbettung ohne
vorhergehende Fixierung und damit ohne Aktivitdtsverluste erfolgt, stoht zur
Digkussion (LEBLoND). Wir gingen von Paraffinschnitten aus, dic nach den oben
aufgofiihrten Methoden!, auBerdem nach abgekiirztor Tixicrung mit 96-—98%, igem
Alkohol (2 x 6 Std, gefolgt von 2 x 30 min Benzol) sowie schulmaBiger Behandlung
mit steigenden Alkoholkonzentrationen angefertigt waren. Die Schnitte wurden auf
Wasser gestrockt, getrocknet, zum Teil mit Xylol entparaffiniert und schlieBlich mit
cinem Strippingfilm? versechen. Dic Ergebnisse waren nicht befriedigend: Ahnlich
wie bei dor nachfolgend beschtiehenen Aquaffincinbottung nach Alkoholfixicrung
war die Aktivitit iiber den Rand der Gowebsschnitte hinaus disloziert. In den
Versuchen mit Orthophosphat fithrte auch die Verwendung von Féallungsmitteln®
nicht zu besseren Resultaten. .

Die Einfliisse eines 2. Einbettungsmittels studierten wir am Beispiel von
Aquaffint. Die Gowcbsstiicke wurden anfangs nach den Angaben von Tinrz —

* Die Versuche mit dem freezing-drying-Verfahren verdanken wir der Freund-
lichkeit von Herrn Priv. Doz, Dr. FIASELMANY, Anatomisches Tnstitut der Universi-
tét, dem wir auch fiir verschiedene Ratschlige verpflichtet sind.

? Autoradiographic Plates der Fa. Kodak Ltd, London.,

& Bei der Fixierung kamen CaCl, mit Veronalpuffor (vgl. Gomorr), FeCl, oder
PbNO, (in 96% igem Alkohol) sowic Ammoniummolyhdat (in Salpetersiure-Pikrin-
séiure oder Alkohol-Salpetersiure) zur Anwendung. CaCl, mit Veronalpuffer wurde
auch vor der Tixierung, wihrend Streckung und Entparaffinierung sowie boim
Aufbringen des Strippingfilms erprobt. Dic Konzentration der Fillungsmittel
wurde stufenweise bis zum Auftreten von Gewebsschidigungen bzw. bis zur Sit-
tigung erhoht.

* Aquaffin, ein Gemisch wasserloslicher Polyathylenglykole, wurde uns freund-
licherweise von der Fa. Bayer-Leverkusen zur Verfiigung gestellt.
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478 H. Osrer, H.-W. Kesxpr und R, Tavexer:

ohne ecigentliche Fixierung mit ticfgekithltem Athylenglykol entwassert, Dax
histologische Ergebnis war dabei immer unbefriedigend. Erheblichen Ciewebszer-
storungen entsprechend fanden siel bei der Autoradiographie mit Strippingfilm .
difTuse Schwirzungen, meist iiber den Rand der Schnitte hinaus, ldrsatz der Athylen- .
glykolentwisserung durch Alkoholfixieruny fiihrie zu guten histologischen lrgeb- .
nissei. Die radiographischen Bilder entsprachen ctwa denen nach Paralfincin- .
hettung (Abb. 1 w. 2) und waren offensichtlich cbenfalls von  Aktivitdtsver- .
schichungen beeinfluBt.

Diese, die Giiltigkeit der erziclten Bilder in Frage stellende Aktivititsverschie- :
luing geht nach Kontrollversuchen mit anderen radiographischen Methoden haupt-

Ahl. I AguafTinschaltt (1043 aus der Niere einer Katze von 2ky in Evipannarkose (90 mgiks). Das L
trrgan wurde 10 min nach i . Injektlon von 3 mC tragerfreler 112720 entnonnmen. e Gewebs- i
stiicke €5 ¢ 1-—2 mm) befanden sich 2+ 3 8td In 969 igem Alkohol (- - 207), 2 Std In Alkuhol- .
Aqualiin (Verhiiltnis [: 1, clwa 300 €) und 5 Std In Aquaflin (473507 ). Dis Aquaffin wurde )
berausgelisd mit viner Mischung von Agualfin (1 Teil) und Aqua dest., mit Thymol gesiltigt I
1 Peile, vl TiETZ). Strippin m-Verfahren, Exposition 3 Worlien, Der unter dem Film belindliche H
<ehnitt ist sehwach mit Lichtgran angefiarbt Man beachte dle dureh Elution bedingle diffuse fa

voshreitung der radigraphisehen Zeichnung Ober den Rand des Schuittes hinaus. z

sichlich zu Lasten des Stri ppingfilm-Verfahrens. Der Strippingfilm wird bekanntlich
mit dem aufgezogenen Schnitt in Wasser aufgefangen, Trotz umgehender Trock- =
nung im Exgiceator fiihet — bei der groBen Oberlliche des Schnittes - - diese kurze
\Wisscrung zu wesentlichen Aktivitatsverschicbungen. Nelbst wenn wir den Strip- )
pingfilm auf paraflinhaltige Schnitte, z. B aus dem freezing-drying-Verfaliren, anl- _
zogen, kam cs zu wesentlichen Aktivitatsverlusten. N

Diese Fehler sehiencn durch Verwendung anderer radiographischer Methoden,
7. B. des Mounting-Verf threns, vermeidbar. Anstatt der dabei @blichen Streckung
auf Wasser wurden die paraffinhaltigen Schnitte  nach vorsichtiger Glattung mit

moen
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Pinseln - - auf don Tilm? gelegt und bis zum Anschmelzen erwiirmt oder, eventuell
nach Entparaffinierung, durch Auftropfen von Xylol geglittet. Auch das Verfahren
von Horr u. Mitarb., wonach sich das Strocken ertibrigt, wenn man die Oberflache
des Blockes vor jedem Schnitt mit einer ditnnen Schicht geschmolzenon Paraffins
iiberzicht, wurde crprobt. Einige Gewebsschnitte wurden dem Film anBerdem mit
cinem 2. Objekttrager aufgepreBt. Die Ergebnissc warcn bei derartigem Vorgehen
insofern besser, als die radiographische Zeichnung den Rand der Schnitte nicht iber-
ragte. Tm Gogensatz zum Strippingfilm-Verfahren entstanden jedoch meist diffuse,
strukturiose Bilder. Da dies auch ohne Entparaffinierung der Tall war, kénnte os
gich um TFolgen von Tixierung, Entwisserung oder Paraffincinbottung handeln. Nach

Abb, 2, Vergroforung des in AbDb. 1 gekennzeichneten Abischnittes. _

don Erfahrungen von LEproNDd mit dom freezing-drying-Verfahren bei Zufuhr .
groBerer Jodmengen kann schon das Eindringen von Paraffin an der Schilddriise zu =
diffusen Bildern fibren. Dic von ihm diskutierte Alternative, dafl dic Aktivitit mog- )
licherweise schon in vivo gloichm#fig verteilt sei, tritft nach unseren Ergebnisson mit
Gefricrschnitten fiir diec Anordnung vori P% in der Niere nicht zu. Die mit dem
Strippingfilm-Verfahron crhaltenen differenzicrten Bilder konnten allerdings nach
don Brfahrungen mit der Mounting-Methode durch selektive Blutionen bedingt sein.

Nach diesen enttduschenden Ergebnissen kamen fiir die Darstellung
wasscrloslicher kloinmolekularer Stoffe nur noch Gefrierschnitie? nach

! Tn Ermangelung gecigneten Tilmmaterials wurde auch hierzu Strippingfilm
verwendet, der vorhor mit der photographischen Emulsion nach oben aufgezogen
und getrocknet worden war.

? Gefricrschnitte sind schon von ObuBLAD, jedoch bei vorheriger Tormalin-
Trichloressigsdure-Fixierung und spitercr Verwendung wéBriger Medien bentitzt
worden,
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430 H. Osrer, 1I-W. Kesor und R Tavexen:

Scuvrrz-Bravss in Ifrage, dic PFixicrung, BEntwisserung und Ein-
bettung entbelirlich machen. Als radiographisches Verfahren scheint nur
dic Konlaktmethode zuverliissig. Wir fingen die Gefrierschnitte! anfangs
bei Zimmertemperatu- an Stelle von Objektirigern mit dem Film aaf,
wo sic dureh Auftaucn haften blicben. Die radiographischen Bilder waren
jedoch, wahrscheinlicy infolge dieses Auftauens, meist schollig ver-
schmiert. Das Verfahien wurde daher fiir unsere Zwecke dahingchend
modifiziert, daB die Schnitte in einer Kithlkammer bei —8 bis — 5" ¢

Abls. 3. Gefriersehinitt aus der Nlere einer Rutte von 100 g, 10 min nach der i.v. Injektion von 2 €
triigrrfreicm, radloaktivem Glycerophosphat. Dicke des Schnitts: 104, Exposition: 3 Wochen. Film-
material: Atrippingfilm, nach fem Kontakiverfahren verwendet. Keine flilssigen Medien, kein Auf-
tauen. Nihere Erlinlerung sle e Text. Dic Aufuabme gibt nur die radiographische Zeichnung ohne
Sehnitt wlester, Man beachte die Anhiiufung der Aktivitit im Rereieh der Mark-Rinden-Grenze,

hergestellt und ohne | edes Auftauen bei -20° zur Exposition gelagert
wurden.

Das Strecken erfolgte mit Pinseln auf dem tiefgekiihlten Mikrotommesser, An- _
schlicBend legten wir dic Schnitte auf vorgekiihlte Objekttrager. Das (rockene t
Filmmaterial wurde mit Vv'ascheklammern darauf befestigt und 3 -3 Wochen spiter
gclrennt entwickelt. Die Darstellung der zugehiorigen Gewebsschicht kann an alter- _
nierend hergestellten, nicht zur Hadiographic verwendeten Schnitten nach den )
Richtlinicn von ScnurLTz- Bravss vorgenommen werden,

Inden Abb. 3 u. 4 :st ein Beispicel fie die Leistungsfihigkeit dieser
wahrscheinlich optimalen — Methode wiedergegeben. Elutionen kommen

L Wir verwendeten das neue mit Messertiefkiihlung ausgestaticte KKohlensdure-
Gefrier-Mikrotom (M det Fa. C. Jung-Heidelberg, das sich sehr gut bewihrte.
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Autoradiographische Darstellung wassorlsslicher Stoffe in der Niere. 481

als Fehlerquelle nicht in Frage. Auch Dislokationen diirften keine be-
deutende Rolle spiclen. Die Moglichkeit, daB der Film durch unfixiertes
Gewebe beeinfluit wird (Boyp u. Boarp) kann in Parallelversuchen
ohne Isotopeninjektion kontrolliert werden. Das Ergebnis ist allerdings,
wie auch sonst bei der Kontaktmethode, von dem gleichmiiBig engen
Kontakt zwischen Film und Schnitt abhingig, der z. B. durch kleine
Unebenheiten oder Falten gestort scin kann.

Abb. 4. VergréBerung des in Abb. 3 gekennzeichneten Abschnittes.

Zusammenfassung.
Nach kritischer Priifung bekannter Verfahren werden Gefrierschnitte
nach ScuvLrz-BrAUNs zur autoradiographischen Darstellung wasser-
- 1oslicher Stoffe in der Niere empfohlen. Dic Schnitte sollten zur Ver-
meidung des Auftauens in einer Kiihlkammer hergestellt und fiir die
Exposition in der Kélte gelagert werden.

Literatur,
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D, 1. Qs osr, Dr. H.-W. Kusor und Dr. R, TAUGHER,
Heidelberg, Pharmakol. Tnst. d. Universitat.

llerrn Prof. Eicninorz dunken wir herzlidi Tar die Anregung zu der vor-
licgendon Arbeit und die vielscitige Ireundlidhe Férderung.

Dem Deutsdien Koniitee des Willinms-Waterman Fund ol the Rescarch
Corporation (Mew York)" gill unser ganz besonderer Dank Tir dic matericlle
Unterstiilzung.
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Papierchromatographische Trennungsmethode
fiir die siureloslichen
Phosphorverbindungen aus Nierengewebe™ **,

Von

\
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|

Mit 10 Textabbildungen.
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Verschiedenartige funktionelle Leistungen in Verbindung mit wich-
tigen Stoffwechselvorgingen und einem alle anderen Gewebe tber-
treffenden Energicladarf weisen auf cine Sonderstellung der Niere unter
den ibrigen Organen hin. Alle exkretorischen Leistungen, besonders die
tubuliren Sckretioas- und Resorptionsvorgiinge und diesen parallel
geschalicte  Stoffwechselprozesse —  Entgiftung  kérpercigener und
exogen zugefithrter Stoffe, Aufrechterhallung ionaler Gleichgewichts-
zustinde, Regulaticn des Siure-Basen-Haushaltes, Abbau, Trans- und
Desaminierung von Aminosiduren —- bendtigen als gemeinsame Voraus-
setzung cnergicliefernde Reaktionen. Fiir die (bertragung und Frei-
sctzung der aus dem intermediiren Stoffwechsel gewonnenen Energice
stehen dem Organismus verschicdene Moglichkeiten zur Verfiigung, von
denen eine. sicherlie 1 sehr wiehtige. die Bildung energiercicher Phosphor-
.cerbindungen ist. Iis kann als wahrscheinlich gelten, daB auch in der
Nicre eine engere Verkniipfung besteht zwischen PhosphorstolTwechsel
einerseits  und  encrgieverbrauchenden  Stoffwechselvorgidngen  sowic ,
funktionellen Leistungen andererscits. .

Murce u. Taceat konnten zeigen, dafl cine einmalige Gabe von 10 mg
Dinitrophenol/kg am IHund die Ausscheidung von p-Aminohippursiaure, Phenolrot
und Diodrast durch d e Nieren blockiert. Aus Untersuchungen von TacGarT u.
TorsTER ergab sich veeiterhin, daB durch Dinitrophenol der Zelltransport von
Phenolrot im gleichen MaBe cingeschrankt wird, wie es zu einer Hemmung von
Phosphorylierungsvorgingen kommt.

Dinitrophenol fithit bekanntlich zu ciner Verminderung energiereicher Phos-
phor- erbindungen — besonders von ATP und Kreatinphosphat — und zur
Entkopplung von Oxy lation und Phosphorylicrung, Die Wirkungsweise soll nach
Untersuchungen von VWITTER, NEwcoMB u. SToTZ und SIEKEVITZ u. V. R. 'oTTER

* Herrn Prof. Erer moLtz in Verehrung und Dankbar!eit zum 65. Geburtstag
gewidmet.

** Auszugsweise vcrgetragen am 28, Juni 1954 aus Anlal des III. Symposion
in Freiburg, Brg. und am 5. Oktober 1951 wiahrend der 21. Tagung der Deutschen N
Pharmakologischen Gescllschaft in Saarbriicken.
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Papierchromatographische Trennungsmethode. 497

an Organhomogenaten iiber eine Aktivierung spezifischer Phosphatasen zu erklaren
sein. Inwieweit diese Erklirung fiir die Wirkung des Dinitrophenol am lebenden
Organismug Giiltigkeit hat, bleibt zunichst noch ungeklirt.

Die deutliche Beeinflussung des Exkretionsmechanismus der Niere
durch Stoffe, die ihre Wirkung jedenfalls zum Teil iiber den Phosphor-
stoffwechsel entfalten, fithrt zu der Frage nach dem Gehalt der Niere an

. energiereichen = P-Verbindungen. Bei stoffwechselchemischen Unter-

i suchungen, die immer nur ein Momentbild des fortlaufenden Stoffwechscl-

; geschehens wiederzugeben gestatten, werden nicht nur die energiereichen
P-Ester erfaBt, sondern daneben eine Vielzahl ihrer Vor- und Abbau-
stufen, die alle durch fermentgesteuerte Gleichgewichtsreaktionen
zueinander in Bezichung stehen. Aulerdem ist bei dem Fermentreichtum
der Niere zu erwarten, da die phosphorhaltigen Cofermente mit in die
Analyse der P-Verbindungen eingehen. Die quantitative Erfassung
moglichst vieler siureloslicher P-Ester erscheint aber deshalb um so
wiinschenswerter, als sich vielleicht fiir einige pharmakologisch inter-
essierende Substanzen der Angriffspunkt an energiercichen und anderen
P-Estern ermitteln 1406t.

‘Wohl wegen der grofien methodischen Schwierigkeiten bei der gleich-
zeitigen Bestimmung zahlreicher P-Verbindungen aus Gewebsextrakten
finden sich in der Literatur nur wenige Angaben iiber die Verteilung von
P-Estern in der Niere. Mit den #lteren, vor allem auf LoEMANN, WAR-
BURG, V. EULER, EMBDEN u. a. zurlickgchenden Methoden (Aufnahme
der Hydrolysenkurven; Fillbarkeit von Phosphorverbindungen durch
Barium, Schwermetalle, Brucin, Strychnin, Chinin; Bildung gefirbter
Komplexe usw.) konnte nur eine unvollstindige Aufschliisselung der
stiureloslichen organischen P-Verbindungen errcicht werden. Erst die in
jingerer Zeit eingefiihrte chromatographische Arbeitsweise mit Ionen-
austauschern und die Papierchromatographie haben auch auf diesem
Gebiet neue Moglichkeiten geschaffen.

Speziell fir die Aufklirung des Phosphorsiurestoffwechsels im tierischen und
pflanzlichen Gewebe ausgearbeitete papierchromatographische Methoden (Hangs
u. IsuERWOoOD; MARKHAM u. SMrti; CARTER; BANDURSKI u. AXELROD; ZETTER-
STROM u. LJUNGGREEN; BUurRROWS, GRYLLS u. HARRISON; BaGLESTON u. HEMS;
FLECKENSTEIN u. GERLACH; FLEOKENSTEIN u. JANKE; FLECKENSTEIN, JANKE,
LecHNER u. BAUER und viele andere) haben zu einer Uberpriifung und wesentlichen
Erweiterung der fritheren Ergebnisse gefiihrt.

Ziel unserer im folgenden wiedergegebenen Untersuchungen sollte sein:

1. Ausarbeitung einer Methodik, die durch Kombination chemischer
und papierchromatographischer Arbeitsweisen eine getrennte Erfassung
der Mehrzahl séureldslicher Phosphorverbindungen aus Nierengewebe
gestattet;

2. Ermittlung der normalen Verteilung von organischen Phosphor-
siureestern und Orthophosphat im Nierengewebe gesunder Ratten.
Arch. exper. Path. u. Pharmakol., Bd. 224. 33
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Experimenteller Teil.

Fiir alle Untersuchungen wurden ménnliche Ratten (Gewicht 180250 g,
Durchschnittsgewichie beider Nieren jeweils 1200 1500 mg) verwendet. Die
Nahrung der Tiere bstand aus cinem kaloricn- und vitaminreichen Mischfutter.

Hers'ellung des trichloressigsaurcn Niercnexiraktes,

Wegen der Notwendigkeit vergleichbarer Versuchsbedingungen werden die
Tiere 18—24 Std ohiie Nahrung nur mit ausreichender Wassermenge in einem
Warmeschrank von £2° C gehalten, Dann crfolgt die Tétung durch Dckapitation
nach vorausgegangener Nackenschlagbetiubung. Die Nieren, noch in situ dekap-
suliert und vom GeflaBbiindel und den Ureteren abgeschnitten, kommen innerhalb
von 20 -30sec nach der Dekapitation in einen mit fliissigom Stickstoff gefiillten
Morser, Ihr Blutgehalt ist stets gering, da durch die Art der Tétung eine schr rasche
und griindliche Ausblutung des ganzen Tieres erfolgt!.

Unter mehrfachem Zusatz von fliissigem Stickstofl werden die Nieren zu cinem
sehr feinen Pulver zcrrieben, das in ein mit 109 iger TCS® von 0° C beschicktes,
vorgewogenes Zentrifugenglas eingefiillt wird. Dic angeschlossene Wicderwagung
ergibt das Gewicht des zu extrahicrenden Gewebspulvers. Eine kleine Menge des
zerkleinerten Gewebcmaterials wird zur Trockengewichtsbestimmung eingewogen
und iiber CaCly bei 1¢0” C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet,

Das Nierengewcbspulver wird in der 10%igen TCS (4,0 ml fiir 1000 -1500 mg
Giewebe) bei 0° C 5 1ain durch kriftiges Rithren extrahiert, auf — 3 bis —5°C
unter Vermeidung dea Ausfricrens abgekithlt und dann 3 min scharf zentrifugiert.
Mit der halben Menge 5% iger TCS erfolgt unter gleichen Bedingungen eine Nach-
extraktion. Die iiberttchenden Ldsungen der beiden Extraktionsvorginge werden
zum TCS-Gesamtniersnextraki vereinigt. Hicrvon zweigen wir 0,5 ml (Fraktion 0)
zur Bestimmung des sdureloslichen Gesamé-I” und fiir gesonderte papierchromato-
graphische Analyse ab. Kurzfristige Aufbewahrung dicser Fraktion bei — 10 bis
— 153° C bia zur Weit ;rverarbeitung,

Fraktionierung des Nierenexirakies durch Barium-Alkoholfdllung.

Voruntersuchung>n ergaben, daB ecine direkte papierchromatographische Auf-
trennung aller im T('S-Extrakt cnthaltenen P-Verbindungen wegen ihrer Vielzahl
und der Ahnlichkeit in den Re-Werten mit den verschiedensten Losungsmittel-
systemen, sowohl eil-, als such zweidimensional, nicht zu crreichen war. Eine
chemische Vorfraktisnicrung wurde daher notwendig. Die Bildung schwer-
und leichtléslicher Fariumsalze der Phosphorsiurcester wird schon seit Jahren
fiir diesc Zwecke ausgenuizt. Wir dbernahmen dic Standerdmethode von LE
Pace und modifizierten sie dahingehend, daB einc exakte und quantitative
Fraktionicrung auch mit kleinsten Mengen des Ausgangsmaterials erreicht wurde,
und cine ungeatirte papierchromatographische Aufarbeitung angeschlossen werden
konnte.

Alle Arbeitsgange der im folgenden in ihren Einzelheiten beschricbenen Methode
werden bei Temperaturen zwischen - 5° C und - 2° C ausgefihrt.

1 Entfernung der Nicren aus dem mit Ather narkotisierten Tier sowic isolierte
Durchstromung der Nieren mit Rinuer-Losung zur Blutfreimachung wurden in
Kontrollversuchen darchgefihrt; die mit dieser Arbeitsweise erziclten Analysen-
crgebnisse der P-Ester stimmien aber iiberein mit den unter obigen Bedingungen
ermittelten.

t TCS: verwendews Abkiirsung fiir Trichloressigsiure.
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1. Einstellung des TCS-Gesamtnierenextraktes mit 3 n und 0,3 n KOH auf
einen pg-Wert von 8,2 gegen Phenolphthaleinl. Zur Vermeidung einer lokalen
Yberallalisierung ist dabei sténdiges, kriftiges Rithren erforderlich. Ts empfiehlt
sich ein gelegentliches exaktes Nachmessen des pr-Wertes, da durch Abweichung
von -+ 0,5 pg-Einheiten zur sauren oder alkalischen Seite die angeschlossene
Bariumfraktionierung nicht mehr quantitativ gelingt. '

9. Zusatz eciner 25%igen Ba-Acctatlésung im Uberschu3 (nach Lz PAcE
benétigh theoretisch 1 mg Phosphor zur Féllung 8,2 mg Ba-Acetat oder 0,033 ml
einer 259, igen Ba-Acetatlosung; praktisch ist jedoch fiiv die quantitative Aus-
fallung ein 7%/, facher UberschuB, also etwa 0,25 ml der 259 igen Ba-Acctatlosung/
mg Phosphor, erforderlich). 20 min bei 0° C bis zur vollstindigen Fallung der
schwerloglichen Ba-P-Tster stohen lagson und dann zentrifugieren. Die iiber-
gtehende Lésung wird abgetrennt und in der Kilte gehalten.

3. Wegen der nachweislichen, schon von Corr u. Cor1 beschriebenen Mitfallung
einer kleinen Menge der leichtlsslichen Ba-P-Ester in Form ihrer Doppelsalze
erfolgt nach Wiederauflsung des Niederschlages in wenig 1 n HCOOH eine Um-
fallung der schwerloslichen Ba-P-Tster. Zu diesem Zweck Einstellung der ameisen-
sauren Losung auf pyg 8,2 (wic oben beschricben), Zusatz noch einiger Tropfen der
25%,igen Ba-Acetatlosung und wieder 20 min stehen lassen. Nach dem Abzentri-
fugieren werden die iberstehenden Losungen der 1. und 2. Bariumféllung vereinigt
und ihr Volumen bestimmt.

4. Der nunmehr nur noch dic schwerléslichen Ba-P-Ester und Ba-Phosphat
enthaltende gelbe Niederschlag wird in ausreichender Menge 1n Amcisenséure
gelst?, mit einem minimalen {TberschuB von 0,1 n H,S0, zur Ausfillung des Bariums
versetzt und abzentrifugiert. (Fin gréBerer Sulfatiiberschufl mull durch Ba-Acetat-
l6sung wieder zuriickgefallt werden, da 80,” die papierchromatographische Tdenti-
fizierung eciniger P-Hster storen kann; vgl. Fubnote S. 502.) AnschlieBend zwei-
maliges griindliches Waschen des BaS0,-Niederschlages mit 1 n Ameisenséure und
59, igor TCS und Vereinigung der Waschfliissigkeiten mit der iiborstehenden Losung
der BaS0,-Fillung. Diese Gesamtlosung, deren Volumen gemesson wird, enthalt die
freion Siuren und Alkalisalze der P-Verbindungen, die mit Barium schwerlssliche
Salze bilden; wir bezeichnen sic als Fraktion A (= bariumunlosliche Fraktion nach.
LE Page). Sie wird sofort papierchromatographisch weiterverarbeitet und ihr
Gesamt-P-Gohalt gesondert bestimmbt.

5. Die vereinigten iiberstehonden Losungen der ersten und zweiten Barium-
fallung werden mit dem 5fachen Volumen von reinem 969, igen Athanol versetzt
und anschlieBend der pg-Wert mit 0,8 n KOH wieder genau auf 8,2 eingestellt, Diese
Losung bleibt 45 min bei 0° C bis zur vollsténdigen Ausflockung der leichtloslichen
Ba-P-Ester stohen und wird dann scharf zentrifugiert. Die Auflssung des weiBlich-
gelben Niederschlages in 1 n Ameisenséure, die Ausfillung des Bariums mit 0,1 n
H,80, und das Waschen des BaSO, erfolgt wie oben fir die Fraktion A angegeben.
Tn der so erhaltenen Gosamtlosung, deren Volumen bestimmtb wird, liegen die mit

1 Wegen der durch Flavinderivato bedingten Eigenféirbung des Extraktes ist der
Umschlagspunkt durch einen orangen Farbton gckennzeichnet.

2 Hierbei bleibt regelmafBig oine leichte, zentrifugierbare Tritbung zuriick.
RABINOWITZ u. Mitarb. wiesen kiirzlich darauf hin, daB nicht die ganze Menge des
mit Barium fallbaren Coenzym A in Siuren wieder 18slich ist. Ob in unserem Falle
ein Teil der Tritbung anf Coenzym A oder Bruchstiicke dieses Fermentes zuriickgeht,
ist noch ungeklsrt. Nachgewiesen werden konnte jedoch, daf sie in erstor Linie
durch BaSO, bedingt ist; denn dieses entsteht aus dem mit TCS extrahierbaren
Sulfat des Nierengewebes und dem zugesetzten Ba-Acetat.

33%
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Schematische Ubersicht einer fraktionierten Barium-Alkoholfallung von Phosphorsiureestern (nach LE PAGE, moditiziert).
Einstellen des Gesami-TCS-Extraktes mit 3 n u. 0,3 n KOH auf pu 8,2 gegen Phenolphthalein.

Zusatz von 2595 iger Ba-Acetatleung im Uberschup

Zentrifugieren

Suliwoiidelivio Da-X - Baiot X
und Ba-Phosphat - l
| g
] rd
Wiederauflosen in n HCOOH
Unmfallen mit Ba- Acetat , Zusalz dulmn Volumen
‘ |
Zentrifugieren e -
i - [berstehende Lisung -~ Zenirsfugreren
Niederschlag : Niederschlag: <~ - . Uberstehende Lisung :
- . . 5 19
Gereinigte, schwerltsliche Leichtlésliche, mit Athanol Nicht mit Barium u. Athanol
Ba.-P-Ester u.I Ba-Phosphat fillbare Ba-P-Ester fallbare P-Verbindungen
1 i
i i i
Wiederauflosen in n HCOOH Wiederauflosen in n HCOOH Einengen im Val,kuum bei 35° C
Ausfillen des Ba als BaSO, Ausfillen des Ba als BaSO, Zweimaliges Ausechitteln mst Ather
mit 0,1 n H,S0, mit 0,1 n H,80, Ausfallen des Ba als BaSO,
D?ppeltea Waschen def Ba80, Doppeltes Waschen des BaSO, mit 3 n H,80,
mit n HCOOH u. §%,iger TCS mit n HCOOH w. 5% iger TCS Doppelies Waschen des BaSO,
| mit 0,5 n H,80,
¢ ¥
[ Gesamissung — Fraktion A | Gesamutlosung = Frakiion B | | Gesamitosung = Fraktion C
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Barium leichtlésliche Salze bildenden P-Verbindungen als freie Siuren und Alkali-
salze vor; wir bozeichnen diese Losung als Fraktion B (= bariumléslich-alkohol-
unlssliche Fraktion nach LE PacE). Sie wird bis zur papierchromatographischen
Weiterverarbeitung und Bestimmung ihres Gesamt-P-Gehaltes eine Stundoe bei
— 10 bis — 15° C aufbewahrt.

6. Nach Abtrennung der durch Athanolzusatz geféllten P-Ester enthilt die
als Fraktion C (= bariumloslich-alkohollssliche Fraktion nach LE Paar) bezeich-
nete iiberstehende Losung solche P-Verbindungen, die unter den oben geschilderten
Bedingungen nicht zur Ausfillung gebracht werden konnen. Wogen einiger metho-
discher Schwierigkeiten wird nach Einengen dieser Fraktion vorerst nur ihr Gesamt-
gehalt an Phosphor bestimmt.

Verteilung von Phosphorsiureestern auf die Fraktionen A, B und C.

Fraltion A
#*QOrthophosphat
*2- u. 3-Phosphoglycerinsiure PGS
Hexose-1, 6-diphosphat HDP
* Adenosin-5'-triphosphat : ATP
*Adenosin-5/-diphosphat ADP
Inosin-5’-triphosphat ITP
Inosin-5’-diphosphat IDP
*Triphosphopyridinnucleotid TPN
*Weitere Nucleotidfraktionen s NI
*Flavinadenin-Nuecleotide FAD
Fralktion B
*Kreatinphosphat Kr-P
*Phospho-enol-brenztraubensaure PEB
*Triosephosphate

(Dioxyaceton-phosphorsiure,
Glycerinaldehyd-phosphorséiure und andere)

Glucose-1-phosphat G-1-P
*lucose-6-phosphat G-6-P
*Fructose-6-phosphat F-6-P

Ribose-5-phosphat R-5-P
*Adenosin-5'-monophosphat 5-AMP

Adenosin-3'(bzw. 2')-monophosphat 3’-AMP
*Inosin-5'-monophosphat IMP
*Cytidin-5’-monophosphat CMP

Guanosin-5’-monophosphat GMP

Uridin-5"-monophosphat UMP
*Diphosphopyridinnucleotid DPN
*Weitere Nucleotidfraktionen L, N
*Flavinderivate

Fraktion O

*1,2-Propandiolphosphat
* Amino-4thylphosphat
*Weitere unbekannte P-Verbindungen.
Mit * gekennzeichnete Verbindungen kommen stets in fraktionierten Nieren-
extrakten vor. Die angegebenen Abkiirzungen werden im folgenden fiir die P-Ester
verwendet. :
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502 E. Gerrac und E. WEBER:

Grundsiifzliche Verfahren bhei der Papierehromatographie
von Phosphorsiiureesiern.

1. Vorbehandlung der Papicre.

Whatman No. }-Papi>re, GroBen 20 x 45 em, 20 x 55 cm, 35 x 55 cm, werden
45 min in cine 0,59 ige wé Brige Losung von dthylendiamintetraessigsaurem Natrium
(pu 8,5) cingelegt und anschlicBend 8mal griindlich mit Aqua dest. gewaschen.
Durch diesec Behandlungsweise wird nach Angabe von EacrLeEstox u. HEMs der
Gehalt an Schwermetallionen und Phosphor im Papier stark reduziert. Nach unseren
eigenen Ergebnissen enthilten vorgewaschene Papicre nur noch Y/;, des in unbehan-
delten Papicren vorhandenen Phosphors.

"o, Auftropfen der Lisungen.

Die cisgekiihlten Lédsungen der chromatographisch aufzuarbeitenden Frak-
tionen werden mit Agle-Mikrometerspritzen in Tropfen von 5 pxl punktformig
iibereinander an der Sta-tlinie aufgetragen und im Kaltlufistrom von 2 Fohnen
getrocknet. Zur quantitativen Vergleichsbestimmung werden die Startpunkte stets
doppelt angelogt. Anhaltspunkte fiir dic jeweils aufzutragenden Bengen ergeben
sich aus der Bestimmung des Phosphorgehaltes der cinzelnen Fraktionen. Um
optimale Trenncffekte zu crzielen, soll cin Startpunkt nicht mechr als 10---12 y
Phosphor enthalten.

3. Lokalisation und Entwicklung von Nucleotiden und anderen IPhosphorverbindungen.

Dic Lokalisation der Xucleotide crfolgt nach dem Ihotoprintverfahren
(MargnaM u. Surrn) bei 260 my. Zur Sichtbermachung aller P-haltigen Arcale
werden die trockenen Ch romatogramme mit dem Molybdatreagens von Haxgs u.
Isnerwoop (25 ml 49ige waBrige Lisung von Ammoniummolybdat 4 5 ml
60°%)ige HCIO, + 10 ml I n HCI + 60 m! H;O) besprayt, 7 min bei 85° C gehalten
und dann nach der Methyde von BANDURSKI u. AXELROD mit ungefiltertem UV-
Licht ciner Quecksilberdampflampe 10 15 min bestrahlt, Durch beschleunigte
Redukiion von Molybdar ¥ unter Bildung von Molybdanblau an allen P-haltigen
Stellen erscheinen diese t-efblau gefarbt auf weillem Grundl.

4. Identtfizierung der verschiedenen Phosphorverbindungen.

Orthophosphat  bildet sofort nach dem DBesprayen mit Molybdatreagens
Ammoniumphosphormolybdat, das als gelber Fleek auf dem Papier sichtbar wird.
Leicht hydrolysierbare ?-Yerbindungen spalten wahrend der Trocknung der
Chromatogramme bei 85° C in 7 min soviel Orthophosphat ab, daB nach dicser Zeit
auch Arcale mit Kr-P, G-1-P, ATP und ADP als gelbgofarbte Stellen erkennbar
sind.

Fiir die allgemeine Unterscheidung leick!- oder schwerkydrolysicrbarer P-Easter
dient der Ammoniak-licsistenz-Test (FLECKENSTEIN, GERLACH u. JANKE).
Das aus den leichthydrolysierbaren Estern abgespalteno Orthophosphat gibt cine
gegen Ammoniak resistenze Blaufdérbung mit Molybdat (Salzbildung), wahrend die
schwerhydrolysierbaren Verbindungen, die in 7 min nur wenig oder kein Phosphat

! Sulfat-Ionen in einer Konzentration von 0,5 -1 y/em? geben unter denselben
Bedingungen mit dem Ammoniummolybdat-Reagens und anschlieBender UV-Be-
strahlung einc gegen Ammoniak bestindige intensive Blaufirbung an den be-
treffenden Stellen der Chromstogramme. Dies ist zu beachten, wenn fiir papier-
chromatographische Untersuchun:en Ba-8Balze der P-Estor durch H;SO, oder
Sulfate in die freien Sauran oder Alkalisalze umgewandelt werden.

Sanitized Copy Approved for Release 2010/02/12 : CIA-RDP83-00423R002000300004-2



Sanitized Copy Approved for Release 2010/02/12 : CIA-RDP83-00423R002000300004-2

Papierchromatographische Trennungsmethode. 503

abspalten, eine durch Ammoniak ausloschbare Blaufirbung mit Molybdat zeigen
(lockere Anlagerung des Molybdéns an estorartig gebundenes Phosphat).

Dio Identifizierung von Kreatinphosphat auf dem Papier gelingt einfach nach
der von Wirriams fiir dic Erkennung von Kreatin und Kreatinin beschriebencn
Methode. Besprayen der Chromatogramme mit einer 1,3%igen Lésung von Pikrin-
siure in 969 igem Athanol, 1 Std zur Umwandlung von Kreatin in Kreatinin bei
100—110° C halten, und neuerliches Sprayen mit einer 1 n NaOH-Lésung, wobei
die charakteristische Orangefarbung des Kreatinins erscheint.

Phosphorylierte Pentosen und Hewosen werden mib den aus der Zucker-Chroma-
tographic bekannten Reagenzien identifiziert. Wir verwenden als Sprayreagenzien:

1. Anilinphthalat nach PARTRIDGE (1,66 g Phthalsure -+ 0,93 g Anilin,
gelsst in 100,0 ml H,0-gesittigtem n-Butanol).

2. m-Phenylendiamin nach CHARGAFF, modifiziert nach CurrNIcK (0,2%
m-Phenylendiamin-dichlorhydrat und 2% Oxalsiure - 2H,0 in 969%igem Athanol).

3. Benzidin nach Horrooks (0,6 g Benzidin 4+ 20 ml Eisessig + 80 ml
969 iges Athanol). _

4, Naphthoresorcin nach IsmerwooD (gleiche Teile einer 0,2% igen Losung
von Naphthoresorcin in 96%igem Athanol und. einer 29%igen wiflrigen Losung
von Trichloressigsiure werden unmittelbar vor der Anwendung gemischt).

Die fiir dic einzelnen Zucker-P-Ester charalkteristischen Farbreaktionen
erscheinen auf den besprayten Chromatogrammen nach 10—13 min Trocknung bei
100—110° C. Im AnschluB an die Zuckerreaktionen — besonders nach Anwendung
von Anilinphthalat — kann mit Molybdatreagens zur Sichtbarmachung der
Phosphorareale erneut gesprayt werden.

Fiir die allgemeine Yrkennung von Polyhydroxylverbindungen eignet sich ein
von HOCKENHULL angegebenes Sprayreagens: 1 Teil 0,05 n Natriumboratlésung
vom pg 8,1, 2 Teile Phenolrotlésung (2 mg Phenolrot/ml Athanol, mit NaOH eben
alkalisch gestellt), 7 Teile Mothanol. Wir benutzen dieses Reagens, um dic Triose- .
komponente der Triosephosphate und andere Zucker-P-Iister in den Chromato-
grammen als helle Flecke auf weinrotem Grund darzustellen.

Zur Erkennung und Identifizierung von Nucleotiden dienen:

1. die UV-Photographie bei 260 my nach dem Photoprintverfahren;

2. die Ry-Werte dieser Substanzen in bekannten und neuen Losungsmitteln im
Vergleich zu reinen Testsubstanzen® und definierten Nucleotidgemischen;

3. die sogenannie ,,Mischehromatographie® (Zusatz eines bekannten Nucleotids
in bestimmter Konzentration zu der zu chromatographierenden Lésung und quanti-
tative Auswertung des fertigen Chromatogramms).

Schwefelhaltige Verbindungen werden mib den aus der Aminosiure-Chromato-
graphie bekannten Farbreaktionen nachgewicsen. Fiir unsere Zwecke eignen gich
besonders: :

1. Natrium-Nitroprussid als ,dipping*‘-Reagens nach TorwNiEs u. KoLe
(Reagens I: 1,5 g Na-Nitroprussid geldst in 5 ml 2 n H,S0, -+ 95 ml Methanol -+
10 m! 259 ig. Ammoniak, filtrieren und in der Kilte aufbewahren; Reagens IL:
2 g NaCN oder KON, gelost in 5 ml H,0 - 95 ml Methanol).

2. Jod-Azid-Reaktion nach Cirareary, Leviy u. GrEEN. Die Chromato-
gramme werden besprayt mit einer 0,05 n wabBrigen Jodlésung, die 1,5%, Natrium-
azid enthilt.

Bei dor Erfassung von SH-, 8-8- oder anderen leicht spaltharen S-Bindungen
geben wir der Nitroprussid-Reaktion ihrer groBeren Empfindlichkeit wegen den
Vorzug gegeniiber der Jod-Azid-Reaktion.

1 Rin Verzeichnis aller verwendeten Testsubstanzen findet sich am Schluf der
Arbeit,
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All

1. Gerracn und B, WEBER:

5. Quanti‘ative Beslimmung der Phosplorverbindungen.
e P-haltigen Areale werden ausgesehnitten, mit 0,5 0,8 ml Veraschungs-

reagens (3 Teile 88%igs H, SO, + 2 Teile 607 ige HCIO,) feucht verascht und der
P-Gehalt nach der Mathode von BerexsLUM u. CHAIN elektrophotometrisch

(Elko 1

I, Zeiss Opton, Filter 875, Wellenlange 750 mu) bestimmt!. Von dicsen

Werten wird der Phosphorgehalt des Papieres selbst — er betrigt durchschnittlich

in aller

1, auch den 2-dimensionalen Chromatogrammen, 0,005 0,01 v Plem? —

ontsprechend den ausgeschnittenen ArealgrsBen abgezogen; hierdurch gelangt man
zu dem wirklichen P-Gehalt der erfaBiten Verbindungen.

Spezielles Yerfahran zur papierechromatographischen Aufarbeitung

1I.

\¢

fraklionierter Nierenexirakte.
1. Verwendete Losungsmittel (GERLACT, WEDER u. Déring).

30 ml Diisop-opylither,
30 ml n-Butenol,
20 ml Ameiscnsiure (98—100%, ig).

45 ml Methy.-dthyl-keton oder Diisopropylather,
25 ml wasser zesiitligtes n-Butanol,

5 ml n-Propanol,
20 ml Ameisc nsiure (98 - -1009; ig).

1I1. 15 ml 309, igo Trichloressigsiure,

25 ml 80%,ig> Amciscnsdure,
40 m] n-Butanol,

20 ml n-Propanol,

25 ml Accton,

. 25 ml n-Propanol, 15 ml Athanol,
35 ml n-Butanol, 10 ml n-Propanol,
35 m! Ammoniak (25%ig), } oder: 35 ml n-Butanol,
10 m] Wasser. 35 ml Ammoniak (259, ig),

10 m] Wasser.

2. Papierchrimatoyraphie der Frakiionen O, A und B.

Fraktion 0. Der els Fraktion O bezeichnete unveriinderte Teil des
TCS-Gesamtnierenex rakies wird auf Papicrbogen 20 X 45cm mit
Losungsmittel I bei 207 C ,,absteigend” 2 x 18 Std chromatographicrt.

Samtl
dicht

iche Nucleotide verbleiben an der Startlinic oder lokalisieren sich
oberhalb daven, wihrend alle anderen P-Ester des Gesamt-

cxtrakies mehr oder veeniger weite Strecken auf dem Papier zuriicklegen,

! Da bei dieser Methade die Uberfiihrung des Ammonium-Phosphormolybdats

in Isob
gelingt,
falls m

utylalkohol quantitaiiv nur bei einer Konzentration von 0,05-—1,5 n H,S0,
» darf die Veraschungsreagensmenge 0,8 ml nieht iiberschreiten, Gegebenen-
ull bei Veraschuny groforer Arcale mit mehr Veraschungsreagens ein ent-

sprechend hoherer Wasscrzusatz crfolgen.
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ohne jedoch quantitativ voncinander abtrennbar zu sein. Lediglich
Orthophosphat mit dem groBten Re-Wert in diesom Losungsmittel

wandert den tibrigen Verbindungen soweit voraus, daB es absolut sicher
isoliert orfaft werden kann. Dieses Orthophosphat setzt sich aber zu-
sammen aus dem im TCS-Gesamtoxtrakt enthaltenen freion Ortho-
phosphat und dem aus Kr.P durch Binwirkung des sauren Losungs-
mittels hydrolytisch abgespaltenen, so daB wir hier besser von ,,Ortho-

phosphat +- Kreatinphosphat‘ sprechen.

Tine gemeinsame oxakto Yrfassang dicser heiden Verbindungen im unver-
inderten Nierenextrakt ist besonders wichtig. Nach der fraktionicrten allung
miissen die Werte fiir Orthophosphat aus Traktion A und Kr-P aus Fraktion B
addiert tibcreinstimmen mit don aus Traktion O ermittelten fir ,,Orthophosphat
- Kreatinphosphat'*. Diese Ubereinstimmung kann als Maf fiir dic lixaltheit der

Tallungshedingungen golton ; doenn wiirde bei dieser
chemischen Vorfraktionierung aus labilen P-Kstorn
Orthophosphat abgoespalten, so miifite sich der
aus den Fraktionen A und B bestimmte Additions-
wert fiir Orthophosphat und Kr-P gegenitber dem
aus Vraktion O crmittelton nachweislich erhtht
haben, was aber bei unscror Arbeitsweise nicht
vorkommt. Tatsachlich liogt der Additionswert
gtots tiofer aly dor direkt im TCS-Extrakt be-
stimmto; diese Differenz crklart sich aus cinem
durchsehnittlichen Verlust von 9,4% bei den TH4l-
lungsvorgingen.

Fraktion A. Die Papierchromatographic
dor Traktion A erfolgt auf Papicrbogen der
GroBen 20 % 55 cm. Zur Trennung des
Orthophosphats und der 2- und 3-PGS
von den Nucleotiden wird Losungsmittel 11
bei 20° C ,,aufsteigend 16 Std oder — hei
stiirkerer Anreichorung der Fraktion A auf
dem TPapicr — Losungsmittel T bei 20° C

Knickstelle im
Ldsungsmittel I
Start-
Vin
e ---- Glasschiffchen
mit Lsyrgsmittel I
I
N
fnde  fnde
EF AB
Abb. 1. Anwendung von Lédsungs-

mittel 1 absteigend Zur Auf-
tronmung  der  Nucleotide in der
Praktion A wird das Bnde B des
Papicres mib Orthophosphat und
PES in ca. b em Entfornung von
dor Startlinic abgeschuitten 1ind
Lissungsmittel TV L,absteigend in
Richtung auf das linde AB dos Chro-
matogrammbogens angewendet.

,,absteigend** 8—12 Std angowendet. Fiir die aufstoigende Chromato-
graphie {tbernahmen wir dic von FLECKENSTRIN u. GERLACIT angegebone
Methodik (vgl. hierzu Abb. 1 und 2; dieses Arch. 219, 534 ; 1953); unsere
Abb. 1 zeigt ihre sinngemiific Ubertragung auf dic abstoigende Chroma-

tographie.

Wihrend Orthophosphat in dieser Anordnung ,,auf- bzw. absteigend
gegen das Ende EF des Papicres von der Startlinic ctwa 12 bzw. 22 em
fortwandert, lokalisicrt sich PGS ungefihr auf halbem Wog zwischen

Startlinic und Orthophosphat. An der

Startlinic selbst bleiben die

Nucleotide der Fraktion A scharf begronzt zuriick (vgl. Abb. 2). Ledig-
lich ein Teil der mit Barium fallbaren Tlavinderivate wandert 2—3 c¢m

von der Startlinie fort.
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Fraktion A Testfleck von ATP + ADP
Abb. 2. UV-Photageaphic ler mit Lisungsmittel 11 (bzw, 1) chromatographicrten Fraktion A, Die
Nueleatide dleser Fraktio sowle cin Tostlleck von ADP ATPE bieiben sehiarl begrenzt an der
Startlinie zurfick. Der Pfiil zeigt in atheser und den folgetslen Abbildungen die Laufrichtung des
Linung«mittels an.

)

A\ Abp
AYEE TP
NIy
NFip

AL 30 UV Ihota-
urphie der Fraktion
A omeh Anwenhing
von Lisungsiit{el 11
(hzw. 1wl Lésnngs-
wittel 1Y, Die Nne-
leotide haben sich in
I Frakrtivmen (A D[,
VIR Xy il Xy
aulueteiln,

Frakttor A Testfiecke von ATP © ADP
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Nach der Anwendung von Losungsmitte]l T bzw. I und lstindiger
Zwischentrocknung (Zimmertemperatur) wird Teil CDETF des Papicres
mit Orthophosphat und PGS parallel zur Startlinic in 5 em Abstand
davon abgeschnitten.

Zur Auftronnung der Nucleotide wird nunmehr Lésungsmittel IV bel
26° C ,,absteigend 2mal nacheinander je 24 Std am Teil ABCD so an-
gewendet, dall diese Verbindungen von der Startlinic auf das Ende AB
des Chromatogrammbogens zuwandern, wobei sie sich in cinem Teil des
Papicres lokalisicren, der noch nicht von P-Verbindungen durchwandert
ist. In dicser Anordnung lassen sich 4 Nucleotid-Fraktionen getronnt
orfassen. ADP lokalisiort sich am weitesten vorn, dahinter ATP und

Fraktion O Ifraktion B

Abb. 4. UV-Photographie der gemeinsam mif Losungsmittel T ,,absteigend' chromatographicrten
firaktionen O und 13, Dic Nucleotide dicser Trraktionen lokalisicren sich an und in geringem Abstand
von der Startlinic. Dic Fraktion 13 wurde stirker auf dem Papicr angercichert.

noch mebr zuriickbleibend 2 weitere Nuecleotide, NI, nnd NFy; (vgl.
Abb. 3).

Fraktion B. Tir die saubere Auftrennung der zahlreichen Bestand.-
teile dieser Fraktion miissen verschiedene Arbeitsgéinge durchgofiihrt
werden.

1. Dic Erfassung von Kr-P, Triosephosphaten und 2 weiteren, noch
nicht identifizierten Verbindungen (Verbindung X und X;) gelingt am
einfachsten durch 2malige Anwendung von Liosungsmittel I bei 20°C
,,absteigend* je 18 Std. Zu diesem Zweck wird dic Fraktion B neben der
Fraktion O auf die gleichen Papierbogen aufgetragen und beide Frak-
tionen gemecinsam chromatographicrt.

Da Kr-P in der Fraktion B durch die Einwirkung des sauren Losungs-
mittels scine Phosphatkomponente abspaltet, crfassen wir es als Ortho-
phosphat, das allen anderen Verbindungen diesor Fraktion weit voraus-
wandert. Der Kreatinrest bewegt sich noch ctwas rascher vorwirts und
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leiose-
Prosphale

Verb.ndung 4,

9
U
J

J D Ver bindung X

( Nukleotrde

Starltiinre

Abb, 5. Originalgetreue Clivon atogranun-
paitse, aus der die Position ciniger go-
trenal celaBbarer P-Verbindur gen (Kr-1,
2 'Priosephosphatfraktionen, Verbindung
X und Verbindung X) nach Anwendung
vou Lasungsmiticl | abstelgend' ersiclit-
lieh wird. Div Nucleotide veraleilen ge-
meinganm in Startlingent iihe.
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K. Gerracn und . \Wengn:

kann mit dem Pikrinsiiurercagens nach
Wictiams vor dem  Orthophosphat
sichtbar gemacht werden. Die Triose-
phosphate, deutlich in 2 Komponenten
getrennt, lokalisieren sich hinter dem
Orthophosphat in 5 bzw. 8 em Ab-
stund. Noch weiter zuriick bleibt dic
Verbindung X,. Zwischen dic in der
Niithe der Startlinic verbleibenden Nue-
leatide (vgl. Abb. 4) und Verbindung
X, setzt sich. gut abgetrennt, Verbin-
dung X. Als Pause cines solchen Chro-
matogramms zeigt Abb. 5 dic Posi-
tion der genannten Verbindungen.

2. Alle in der Fraktion B vorkom-
menden Nueleolide und einige weitere
P-Ester werden durch 2-dimensionale
Chromatographic getrennt erfaBt. 4
Papierbogen der GréBe 35 - 35 em
mit je einem Startpunkt in 6 em Ab-
stand vom unteren und seitlichen Rand
werden mit Losungsmittel 111 bei 20° C
2mal nacheinander je 18 Std ,,aufstei-
gend” chromatographiert. Dic Abb. 6
zeigh die UV-Photographic der vorge-
trennten Nueleotide: in Abb. 7,
Piuse eines solehen Chromatugrammes,
ist die Position aller P-Verbindungen
dargestellt,

citter

Noch nicht cindeutig identifizierte Nuc-
leatide dieser Fraktion sind als NIy, NIy,
NFv und NIy bezeiehnet. ,,8 + P-Verbin-
dungen sind solche, die nachweislich Schwefel
und Phosphor enthalten,

Naeh der Vortrennung mit Losungs-
mittel T erfolgt dic 2-dimensionale
Chromatographic. Hierfiir werdon die
Chromatogrammbogen in Hohe des
Startpunkies und 20 em oberhalb da-
von abgeschnitten, so daB sie jetzt die
Malle 20 35 em haben (vgl. die
Schnittlinien in Abb. 7). Bei 2 solchen
Bogen kommt Losungsmittel T (18 Std
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bei 20° C), bei den beiden anderen Losungsmittel IV (2 mal 24 Std
bei 26° C) jeweils ,,absteigend®® in der neuen Lingsrichtung der Papiere

<« 5'-AMP
GMP —

< IMP

< DPN

-

Testlecke von Traktion B Testllecke von
CMP |- GMP AMD |- IMP -+ DPN

Abb. 8. UV-Photographie der mit Tdsungsmittel LIL ,,aufstcigond vorgetrennten Nucleotide dor
Iiraktion B. Mitchromatographiorte Testsubstanzen: GMP, CMP, 5-AMP, TMP und DI’N.
zur Anwondung. Dadurch gelingt dic gewtnschte Trennung aller er-

faBbaren P-Verbindungen.

Wie dic Abb. 8, cine Chromatogrammpause, zeigh, trennt das saure Losungs-
mittel I besonders gut Verbindung X vom. AMP und Nucleotid NF\y;. Alle anderen
Nucleotide und P-Estor (CMP, IMP, NF, NFy, DPN, NFy;, G-6-P, ¥-6-P) und
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alo I, GErLacH und B. Wengnr:

die ,,8 -+ **.Verbindunsen werden mit dem ammnoiakalischen Lisungsmiteel IV
s0 weil aufgetrennt, dalt ihre isolierte Erfassung oline Schwicrigkeiten gelingt, wic
aus Ahb. 8, dem Aussclinitl ciner UV-Photographie, und Abb. 10, der entsprechen-
den Pause eines fertigen 2-dimen-
sionalen Chromatogrammes, cr-
Kr-# sichtlich ist.
Tetose~ 5+ Verbindung Xy Zoir Beurleilung der kombi-
___________________________ SchmBiiie nierten Arbeilsmethoden,
Bei Priifung der Original-
fillungsmethode nach LEPack .
an Ervthrocytenextrakten fan-
den wir eine geringe Zunahme
§'-AMP des Orthuphosphatgehaltes
* Verbindung X nachder Fraktionierunggegen-
itber dem im TCS-Extrakt di-
rekt hestimmiten Wert  fiir
Orthophosphat. Eryvthroeyten-
extrakte mit ihrem  auBer-
ordentlich geringen Gehalt an
freiem Orthophosphat beirecht
() F-6-F grofien Mengen fabiler P-Ester
CEEEE) IMP+NF v (FLECKENSTEIN u. GERLACIH)
. G-6-F cigneten sieh fiir diese Kon-
trolluntersuchungen besonders
gut. Nachdem zur Wiederauf-
losung der TIraktionsnicder-
sehldge nicht mehr HCI, son-
derndieschonendere Ameisen-
siture verwendet wurde, licl
sich keine Phosphatabspaltung
withrend der Iraktionierung
mehr nachweisen,
Die Frage nach der quan-
DPN (= Tozymase) titativen Fillbarkeit der Be- )
standteile der einzelnen Frak-
tionen wurde an Erythroceyvten-
Sctmititinre  Ud Nicrengewebsextrakten .
___________ genau  Gberprift. Dabei cr-
P il e b, 0 ygq ey sich nls absolute Vorbe-
P-Verbindungen nach der Anvendung von Lo dingungen [iir die Exaktheit
mittel 11 aufsteigend” hervo weht. Da nur elie un- der Fx'aktionierung:

vollstimlia: Trennung  der weisten  dicser Verbin-
tlungen zu erreichen ist, muB d - zwischen den belden a) der pu-Wert von 8.2

schnittlinien gelegene Teil des Papicred anschiieBend . )
2-dimensional chromatog -aphicrt werden, muf} g(‘]lilllCStL‘llS CUI,Q.'CH[C”[

} NF i

NF W
Starfiinie
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Papicrehromatographische Trennungsmethode. 511
werden, da geringe Abweichungen zur sauren odor alkalischen Secite
fast stets zur vorzeitigen oder verspitoten Ausfillung einiger P-Ver-
bindungen fithren;

b) nach Zusatz von Barium bzw. Athanol diirfen die Nicderschlige
frithestens 20 bzw. 45 min spédter abgetrennt werden, da erst nach
dicser Zeit cine vollsténdige Aus-
fillung gewdhrleistet ist.

Die Abtrennung der Bestand-
“ teile der Fraktion A von denen der
TFraktionen B und € gelingt bei
Rinhaltung der geschilderten Be-
dingungen ohne Schwiecrigkeiten.

Verbindung X

Jedoch gentigt z. B. eine geringe
Abweichung vom pg-Wert zur alka-
lischen Scite, um die Mitfallung ciner
kleinen Menge von AMD in der Frak-
tion A zu bowirken. Dies ist ohne
weiteres an den UV-Photographicn der
chromatographierten Fraktion A or-
kennbar, da sich das AMD — cnt-
sprechend seiner groBeren Wanderungs-
geschwindigkeit -— vor den anderen
Nucleotiden an ciner Stolle im Chroma-
togramm lokalisicrt, dic unter normalen
Bedingungen keine UV-Absorption zeigt.

Von Sacks wurde darauf hingo-
wicsen, daB eine wirklich quantitative
Abtrennung der in Fraktion A vor-
kommenden P-Verbindungen nur durch
kombinierte Barium-Calcium-TFéillung za
erreichen sei. Wir konnten abor bisher
bei der papicrchromatographischen Auf-
arbeitung der TFraktionen A und B
keinen Anhaltspunkt fiir eine solch un-
vollstandige Fillung gewinnen, da nur
in schr wenigen Versuchon zu vernach-
ldssigende Spuren von ATP, ADD und
Orthophosphat in der Fraktion B crfalit
wurden. Allgemeingiiltige Aussagen iiber -
die Vollstindigkeit ciner Ifraktionicrung

NFV

28) DPN (= Cozymase)

| NFvr

———————— e —— =

Abb. 8. Originalgetrene Chromatogrammpause,

kénnen sicher nur mit Vorsicht gemacht
werden; denn in Abhéngigkeit vom
Gehalt eines Gowobsoxtraktos an men-
genmiBig dominicrenden Bestandteilon

tie nach 2-dimensionaler Chromatographic mit

Losungsmittel TLL (-->) und Losungsmittel I (—-)

dic Abtrennung des AMP von Verbindung X so-

wie das Verhalten der tibrigen T-Verbindungen
seigt.

herrschen unterschicdliche Féllungsbe-
dingungen. Zur cndgiiltigen Klirung dicser Verhéltnisse werden aber zur Zeit noch
weitere Kontrollversuche durchgefiihrt.

Auch dic Trennung der Bestandteile der Fraktion B von denen der
Fraktion C verliuft in Nicrenextrakten quantitativ; allerdings ergab
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alz2 I, Gereaci und K, WeBER:

sich die Notwendigkeit. stult des 1 fachen das 5 fache Volumen Athanol
liir die Fallung der le ehtlislichen Ba-I'-19ster zuzusetzen. Im Gegensatz
zu ciner Angabe vol LE Pack konnten wir sicherstellen, daBl unter
unscren Bedingungen auch DPN quantitativ in der [fraktion B erscheint,
denn in der Fraktion ¢ konnte keine Substanz mit UV.absorbierenden
Eigensehaften mehr pachgewicsen werden.

AT AMEP s

N -

-

IAINY Niy

Abbe 8. Ausschnitt aus einer UV-Photographie nach 2-dimensionaler (Chiromatographice mil Losungs-
mittel TH (--3) und Losangsnsdttel 1V (), CHP und NFpp sowic IMI* und NP <ind nuamehr
voneinander getrennt.

[lavinadeninnuele tide und andere Flavinderivate des TCS-Nieren-
extraktes verhalten si-h bei der fraktionicrten Fillung nicht einheitlich.
Dic Hauptmenge dieser Verbindungen ist zwar mit Barium fillbar und
erscheint dementsprechend in der Fraktion A, jedoch wird noch cin
kleiner Teil als leichtlésliche Bariumverbindungen in der Fraktion B
wicdergefunden. Weg n dieses unterschiedlichen Verhaltens wurde in
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Papierchromatographische Trennungsmethode. 513

unseren Versuchen auf die quantitative Bestimmung der Flavine ver-
zichtet, zumal sich herausstellte, daB nur eine relativ sehr kleine Menge
Phosphor auf siec entfillt,

Um zu kliren, ob wiahrend der zum Teil recht langdauernden Chro-
matographic in den einzelnen Fraktionen labile P-Ester durch Ein-
wirkung der sauren oder ammoniakalischen Lésungsmittel cinen Teil

O /(F-P
O Triose-F

"S+P"- Verbindunger

———— e

et

Abb. 10. Originalgetreue Chromatogrammpause, aus der dic Position aller aufgetrennten P-Veor-
bindungen der Fraktion B nach 2-dimensionaler Chromatographic mit den Losungsmitteln TIT (-~-»)
und IV (—) hervorgeht.

ihres Phosphates hydrolytisch abspalten, wurden die fertigen Chromato-
gramme zuséitzlich mit Losungsmittel I chromatographiert. Hierdurch
konnte geklirt werden, daB keine Verbindung Phosphat abspaltet, da
die Areale, an denen sich dieses abgespaltene Orthophosphat lokalisieren
wiirde, bei quantitativer Auswertung den Leerwert des Papieres ergaben.
Allerdings diirfen keine Pausen zwischen den einzelnen Chromatographie-
vorgingen eingelegt werden.,
Arch. exper. Path. u. Pharmakol., Bd. 224. 34
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514 ¥, GErracn und E. WEBER:

Nur Kr-P’ wird durc1 Anwendung saurer Lisungsmittel zerstort, woraunf bereits
hingewiesen wurde. Es v-ar in dicsemn Zusammenhang wichtig, ob das in Fraktion B
erfate Orthophosphat, das wir als nur aus }r-P abgespaltencs anschen, wirklich
allein aus dieser Verbincung entsteht. Immerhin besteht die Moglichkeit, daB noch
andere labile P-Ester in ler Fraktion B Thosphat abspalten oder da die Ansfallung
des freien Orthophosphites mit Barium nicht quantitativ gelingt, wodurch von
vornherein schon cinc kleine Menge freien Orthophosphates in der Fraktion B
vorhanden wire. Durch Chromatographie der Fraktion B mit Losungsmittel IV, in
dem Kr-T als intakte Verbindung ncben eventuell vorhandenem Orthophosphat
erfaBt wird, konnte einvandfrei geklart werden, daB in dieser Fraktion kein Ortho-
phosphat vorkommt, und die nach Chromatographie mit sauren Losungsmitteln
auftretende Menge an freiem Orthophosphat genau iibereinstimmt mit der im
Kr-T* gebundenen.

Ifiir die Beurteilung der Genauigkeit unserer kombinierten Arbeits.
weise war cs notwendig, in jedem Versuch den Verlust an P-Verbindungen
durch die chemische Vorfraktionierung zu erfassen und bei der Papier-
chromatographic der Fraktionen A und B zu bestiinmen, wieviel Prozent
des Gesamt-P-Gehaltes dieser Fraktionen in den isolierten P-Verbin-
dungen wicdergefunden werden.

Die Differenz zwischen dem aus Fraktion O ermittelten sidurcléslichen
Gesamt-T und dem nach der Fillung in den TFraktionen A, B und C
wicdererfaliten Phosphor ergibt in unseren Versuchen cinen durch-
schnittlichen Verlust an P-Verbindungen von 9,49,. Dieser Wert ent-
spricht durchaus dem Verlust, mit dem bei ciner chemischen Frak-
tionierung kleinster Substanzmengen gerechnet werden muB.

Bei der papierchromatographischen Aufarbeitung entfallen auf dic
getrennt bestimmter P-Verbindungen durchschnittlich in Fraktion A
93,6%,, in Fraktion B 91,59, vom jeweiligen Gesamt-P-Gehalt dieser
Fraktionen; der Rest von 6,49, bzw. 8,59, wird niché crfal3t.

Normalverioilung der sfureloslichen P-Verbindungen
in Raftennieren.

Tabelle 1.
¥ P | rPlg #mol /g : rmol P/g
Feuchigewicht , Trockengewicht | Feuchtgewicht i Trockengewicht
Fraktion O. . . . . . 881 a190 | 284 1350
Fraktion A. . . . . . 338 1600 10,8 i 51,8
Fraktion B. . . . . . . 324 1542 10,45 i 49,8
FraktionC. . . ..., 138 662 | 449 . 21,3

In der Tabelle sird dic aus 20 verschiedenen Versuchen bestimmten
Mittelwerte fiir den P-Gehalt der Fraktionen O, A, B und C getrennt in
v P- und pmol P/g Feucht- und Trockengewicht aufgefithrt. Dic Werte
in der Fraktion O geben den tatsichlichen Gesamtgehalt an siure-
lgslichem Phosphor in TCS-Nierenextrakt wieder; die ibrigen Angaben
zeigen die nach der Vorfraktionicrung auf dic Fraktionen A, B und C
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entfallenden P-Mengen, die zusammen im Durchschnitt 90,69, des sédure-
16slichen Gesamt-P ausmachen.

s ist jedoch zwockmiBig, als Bezugsbasis lediglich den P-Gehalt dieser
3 Traktionen als ,,Gosamt-Pa 4 B 4 ¢ mit 1009 anzusetzen, da nur von dieser
Menge ausgehend eine Aufschliisselung in dic einzelnen P-Verbindungen durchge-
fithrt wird. Somit ergeben sich fiir die prozentualen Anteile jeder Fraktion am Wert
fiir ,,Gesamt-P 4 o 5 4 ¢*: Fraktion A 42,19%, Fraktion B 40,6%,, T'raktion C 17,4%,.

Tabelle 2.
23 3 b=t S| 2| 4g | ME | B2
va % 28 F% ) %8 S8 | S8 | BT
<8 Q8| RE| 88| B8] 82| §&
Orthophosphat . . . . . . 20,4 |240,0 |1135,0] 7,75 | 36,1 — —
Verbindung X . . . . . . 10,0 78,1 | 381,0] — — | 2,65 | 11,7
Adenosin-5"-monophosphat 5,7 44,4 | 216,0) 144 | 7,0 — —
Diphosphopyridinnucleotid
(= Co-Zymase) . . . . . 5,0 38,1 | 179,0| 0,61 | 2,8 — —
Kreatinphosphat . . . . . 4,5 31,8 | 183,0) 1,02 | 5,0 — —
Adenosin-5'-diphosphat . . 3,8 30,4 | 145,01 0,49 | 24 — —
Adenosin-5'-triphosphat . . 2,6 23,5 | 112,01 0,26 | 1,2 — —
Nucdleotidfraktion ,,NFrir* . 2,1 16,6 | 78,0 — — 1 0,64 2,6
Nucleotidfralktion ,,NFyp“ . 2,1 16,6 78,0 — — 0,64 2,6
Nucleotidfraktion ,,NFvyi* . 2,0 16,2 | 75,81 — — | 0,52 2,6
Nucleotidfraktion ,,NFv*‘ . 1,9 15,0 7,2 — —_ 0,44 2,1
Verbindung X, . . . . . . 1,6 11,8 87,2 — — 10,38 1,9
Glucose-6-phosphat . . . . 0,9 7,1 33,8 0,23 1,1 — —
Fructose-6-phosphat. . . . 0,87 7,0 33,6 0,23 1,1 —
Nucleotidfraktion ,,NFr* . 0,87 7,0 | 336 — — 10,23 1,1
2-und 3-Phosphoglycerinséiure | 0,6 5,1 26,8 0,18 0,9 ——
Inosin-5'-monophosphat . . 0,56 4,3 21,61 0,14 | 0,7 — —
Triosephosphate . . . . . 0,563 4,2 20,4, — —_ 0,14 0,7
Drei ,,8 + P“-Verbindungen | 0,52 42 19,87 — — | 0,13 0,6
Nucleotidfraktion ,,NFrvy* . 0,61 |- 4,1 19,2 — — 0,13 0,6
Cytidin-5'-monophosphat . 0,3 2,2 11,6 | 0,07 0,4 — —

Die Ubersichtstabelle zeigt fiir alle erfaliten P-Verbindungen Mittel-
werte aus 20 getrennt durchgefithrten Untersuchungen. Geordnet sind
die Substanzen nach ihrem in der 1. Spalte angegebenen Prozentgehalt
Phosphor, bezogen auf den Durchschnittswert fir ,,Gesamt-Py | 5 ¢
In den nichsten Tabellenspalten sind jeweils die Werte in  P/g und fiir
alle identifizierten P-Ester in gmol/g Feucht- und Trockengewicht
wiedergegeben. Fiir alle noch unbekannten Verbindungen erfolgt
schlieBlich. in den beiden letzten Spalten eine Angabe in umol P/g
Feucht- und Trockengewicht.

Orthophosphat mit knapp 309% des Gesamt-P, g, ist die ab-
solut groBte Fraktion. Damit ergibt sich fiir organisch gebundenen und
den im Orthophosphat gebundenen Phosphor ein Verhiltnis von 7:3.

34*
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Mit ciner nicht-chromatographischen Arbeitsweise bestimmte Werte
fiir siureldsliche P-Verbindungen in verschicdenen Organen und Ge-
weben wurden 1948 von LE Pack mitgeteilt. Vergleicht man diese Zu-
sammenstellung der Verteilung von P-Estern im Nicrengewcbe mit
unseren Angaben, sc ergibt sich iiberraschenderweise, dall der von uns
als Verbindung X un 2. Stelle in der Tabelle gefithrte P-Ester mit
2,65 ymol Pfg TFeuchbgewicht iibereinstimmt mit der von LE PagE er-
faBten umol-Menge Glucose-8-phosphat. Wir konnten jedoch mit
einiger Sicherheit ausschlicBen, da8 die Verbindung X als Glucose-
6-phosphat anzuschen ist, da das papierchromatographische Verhalten
beider Verbindunger groBe Unterschiede aufweist. Glucosc-8-phosphat
finden auch wir im Nicrengewebe, jedoch nur 0,29 umolf/g Feucht-
gewicht. Die Frage, ob es sich bei unserer Verbindung X um dic von
1.E PAGE als Glucose-3-phosphat angesprochene Verbindung handelt, muB
solange noch unbeantwortet bleiben, bis dic Identifizicrung der Ver-
bindung X gelungen ist.

AMP mit 57% des Gesamt-Py . ¢ und 1,44 ymollg Feucht-
gewicht folgt an 3. Stelle in unscrer Tabelle, Schon 1930 wurde von
EMBDEN u. Devticke dic im Nierengewcebe vorkommende Adenylsiure
auf Grund ihrer Desa ninierbarkeit dureh Muskeldesaminase als ,,Muskel-
adenylsidure’ . 5-AMDP identifiziert. Dicsen Befund konnten wir durch
Anwendung von Lésungsmitteln, dic cine Trennung des 3’ (bzw. 27)-
AMP von 5’-AMP gestatten, auch papicrchromatographisch bestitigen.

Nur in seltenon TFallan wurden geringe Mengen ciner Verbindung gefunden, die
schr wahrscheinlich als 3’ (bzw. 2/)-AMD angesprochen werden kann.

DPN ( Co-Zymse nach v. Evner) mit 39, des Gesamt-P, |, 5, ¢
bzw. 0,61 gmol/g Frschgewicht bildet noch cine der gréBten P-Frak-
tionen. Hierbei ist aser zu beriicksichtigen, daB durch Extraktion des
Gewebes mit cisgekithlter TCS die reduzierte Form der Co-Zymase, das
DPN-H,, zerstort wird (ITorzer u. Mitarb.), und deshalb unser Wert fiir
DPX nicht als MaB fir die stativnire Konzentration des gesamten DPN
in der Niere gelten kann. Der tatsiichliche Wert fir DPN | DPN-H,
wird noch wesentlich hoher licgen.

Iis iiberrascht nicht, daB cin stoffwechsclehemisch so tatiges Organ wie die
Niere diesen recht grofien Gehalt an DP'N aufweist, da {iir die'meisten fermentativen
Dehydrierungsvorginge die Mitwirkung von DPN oder aber TPN bewicsen wurde,
H.v. Eveeru. Ruxenser st machten schon 1927 darauf sufmerksam, daB diein Nieren-
gewebe mit einer fermentchemischen Bestimmungsmethode erfaBbare Co-Zymase-
menge auffallend groB ist. Weiter konnten dann Syy, Nivssox u.v. EvLER 1931 zeigen,
da die Nierenrinde etva doppelt soviel Co-Zymase enthilt wie das Nicrenmark.,

Auf dic bisher ideatifizierten encrgiereichen P-Ester Xr-P, ADP und
ATD? entfallen zusammen ctwa 109, des Gesamt-P, 5, ¢ Die
ypmol-Werte/g dieser 3 Verbindungen verhalten sich nach unseren Be-
funden im Durchschiitt wie 1,02 (Kr-P): 0,49 (ADDP): 0,25 (ATD).
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Im Gegensatz zu dem recht konstanten Kr-P-Gehalt des Nierengewebos sahen
wir, daB der ATP- und ADP-Gehalt stiirkero Schwankungen aufweist. So ergaben
einige Versuche anndhernd gleiche pmol-Werte/g fiir ADP und ATD; im ganzen
geschen fand sich aber stets mohr ADP als ATP. Diese Bofunde stohon in guter
Tbereinstimmung mit Angaben von OLIVER iiber die Verteilung von ATP und
ADP in Rattennieren.

Der mit #lteren Methoden bestimmte ATP- und ADP-Gehalt verschiedener
Gewebe scheint in den meisten Féllen zu hoch zu liegen, da wegen. der Viclzahl von
labilen P-Estern in solchen Geweben eine wirklich isolierte Erfassung dieser Ver-
bindungen kaum gelingen konnte. So mag auch zu erklaren sein, daff in paron-
chymatosen Organen frither mehr ATP als ADP gofunden wurde, dagegen in
neueren, chromatographisch durchgefiibrien Untersuchungen, dicse beiden Ver-
bindungen als etwa gleich grofie Fraktionen crkannt werden bzw. ein Uberwiegen
von ADP iiber ATP festzustellen ist. Entsprechende Befunde wurden unléngst
auch von RasmNowrrz u. Mitarb. fiir Lebergowobe mitgeteilt.

Einige weitere im Nicrengewebe vorkommende Phosphorséureester
bzw. Nucleotide konnten als Fructose-6-phosphat, Triosephosphate,
Phosphoglycerinsiure, Inosin-5'-monophosphat und Cytidin-5'-mono-
phosphat identifiziert werden. Thre pmol-Werte/g sowie der auf sie ent-
fallende prozentuale P-Gehalt sind der Tab. 2 zu entnehmen.

Zur Charakterisierung der noch nicht identifizierten Verbindungen
kann folgendes angefithrt werden:

Unbekannte Nucleotidfraktionen (,,NF*): Bei dicsen Verbindungen
handelt es sich wahrscheinlich um solche Nucleotide, dic in jiingerer Zeit
in verschiedenen Geweben von mehreren Autoren (PATLADINT u. LELoir;
HurreErT; CABIB, LELOTR u. CARDINT; BERGRVIST u. Devtrsci; HURL-
BERT u. PorTER; SMrrx u. Mirrs; Sommirz, HURLBERT u. PorTER;
Scamirz) aufgefunden und als Di- und Triphosphate von Cytidin,
Guanosin und Uridin sowie als Uridin-b'-diphosphatderivate erkannt
wurden. Testsubstanzen dieser neuentdeckten Verbindungen -gtanden
uns nicht zur Verfiigung.

Die in der Fraktion A crfafte Verbindung NF: zeigh iibereinstimmonde Ry-
Woerte mit Testsubstanzen von TPN. Eine endgiiltige Aussage iiber die Identitit
von NT'; mit TPN ist aber noch nicht moglich.

Verbindung X und X;. Da diese beiden Substanzen keine UV-
absorbierenden Eigenschaften aufweiscn, kann es gich nicht um Nucleo-
tide handeln. Trotz maximaler Anreicherung dieser Verbindungen auf
den Chromatogrammen verliefen alle Zuckerfarbreaktionen negativ, so
daB mit groBer Wahrscheinlichkeit cine Bindung des Phosphates an
cinfache Pentosen und Hexosen ausgeschlossen werden kann. Unter
einer groBen Zahl von Testsubstanzen wurden bishor noch keine P-Ver-
bindungen gefunden, die in den verschiedenen Losungsmittelsystemen
mit Verbindung X und X, iibereinstimmende Rp-Werte ergeben. Durch
Anwendung des Ammoniak-Resistenz-Testes wurde erkannt, daB beide
Substanzen schwerhydrolysierbare Phosphatbindungen besitzon. SchlieB-
lich kann als weitere Eigenschaft dieser Verbindungen angefiibrt werden,
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dafB sic mit Bariur leichtlosliche Salze bilden, entsprechend ihrem Vor-
kommen in der Fraktion B.

Es sei noch dara 1f hingewicsen, daB dic in betrichtlicher Menge in Erythro-
cyten vorkommende 2,3-Diphosphoglycerinsure nach Anwendung verschicdencr
saurcr Lisungsmittel gleiches papicrchromatographisches Verhalten wic die Ver-
bindung X zeigt; lediglich in ammoniakalischen Losungsmitteln lassen sich Unter-
schiede in den Ry-Werten dieser beiden Substanzen festatellen, Das gesamte Ver-
halten der Verbindung X legt dic Vermutung nahe, dal cs sich bei ihr um einen
der 2,3-Diphosphogly cerinsiure verwandten P-Ester handeln kinnte.

w8 = P“-Verbindungen. Hicer handelt es sich um 3 nicht UV.ab-
sorbierende Substenzen mit verschicdenen Re-Werten. Der Schiwefel-
anteil dieser Verbirdungen wird erst nach reduktiver Aufspaltung mit
KCN durch die Nitroprussidreaktion erfalt; dies spricht gegen cinc
SH-Bindung und fir 8-8- oder andere leichter spaltbare S-Bindungen.
Alle 3 Verbindung:n enthalten Phosphor in Mengen von weniger als
0,1 umol/g Frischgewicht. Dic Vermutung liegt nahe, daB diese I Ll
Verbindungen Bru :hstiicke des Coenzyms A sind; dann miiBte aller-
dings das Coenzyni A nicht mehr eine freie SH-Gruppe am Athanol-
amin-Rest tragen, sondern eine mereaptanartige S-Bindung, viclleicht
nach Art der Acetylmercaptan-Bindung.

Immerhin ware cs auch moglich, daB in der Niere phosphorylierte schwefel-
haltige Aminossuren vorkommen. Co-Carboxylase konnto ausgeschlossen werden,
da sic von den ,,S 4 P*-Verbindungen durch ihre UV-absorbicrenden Ligen-
schafien und auf Gruad ihres papicrchromatographischen Verhaltens einfuch zu
unterscheiden ist.

Uber die Abwei *hungen vom Durchschnittswert der Tab. 2 in den
cinzelnen Versucher. kann fiir dic verschicdenen P-Ester gesagt werden:

Im Verlaufl unserer von Marz bis August 1954 durchgefiihrten Untersuchungen
konnten wir beobachten, daB der Gelalt der Nieren besonders an ATI” und ADP
in Abhingigkeit von dor Jahreszeit bestimmte Anderungen erfahrt. Dic hochsten
ATP-Werte und ein Verhalinis von ATT: ADP in #mol/g von ungefahr 0,48:0,54
wurden im Méarz und April gefunden; in den Sommermonaten fielen dann die
ATDP-Werte stirker ab als dic von ADP, so daB sich bei den ticfsten Worten cin
umolfg-Verhilinis von ,19:0,39 cinstelite, Im September durchgefiihirte Kontroll-
versuche ergaben cin Wicderansteigen der ATP-Werte. Diese jahreszeitlich be-
dingten Schwankungen im AT und ADP-Gehalt konnten auch von FLECKEN-
STEIN u. JANKE iiber ciren Zeitraum von mehr als 2 Jahren in Untersuchungen am
Frosch-Rectus beobachtel werden, Uberdics ist aus Diureseversuchen an Ratten
bekannt (VoLLMER; Haas), daB auch hicrbei mit groBeren Unterschicden in dem
Verbalten von Sommer- und Winterratten zu rechnen ist.

Bine stirkere Abnuhme des ATP- bei nur geringfiigiger Verminderung des
ADD-Gehaltes der Nieran konnte festgestellt werden, wenn dic Ratten 4 Wochen
lang mit einem vitaminarmen Kornerfutter erndhrt worden waren, Diese Beob-
achtungen zeigen deutlich, daf die Verteilung einiger P-Verbindungen im Nicren-
gewebe durch die Nahring beeinfluBbar ist.

Wahrend sich in 3amtlichen Untersuchungen fiir sdurcléslichen Gesamt-
phosphor, die meisten X ucleotide, sowie fiir Orthophosphat, Kreatinphosphat und
besonders Verbindung X von Tier zu Tier rechi konstante Werte ergeben, wurden
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zum Teil groBere Schwankungen in dem Gehalt an Triose- und Hexose-P-Ver-

" bindungen beobachtet, Unsicher ist hierbei, ob diese Befunde zurtickzufiihren sind
auf eine nichtkonstante Ausgangsstoffwechscllage im Nierengewebe,. oder ob sie
hinreichend erklirt werden koénnen durch individuelle Unterschiede in der Ver-
teilung dicser Verbindungen.

Einblicke in die engeren Bezichungen zwischen dem Stoffwechsel der
P-Verbindungen und der Funktion der Niercn sind wohl am besten zu
erhalten, wenn durch Anwendung niercnwirksamer Substanzen und
bestimmtber Gifte der normale Stoffwechsel spezifisch beinfluft oder

blockiert wird.
Zusammeonfassung.

1. Da eine direktc papierchromatographische Auftrennung aller im
trichloressigsauren Extrakt von Rattennieren vorkommenden Phosphor-
verbindungen wegen ihrer Viclzahl und der Ahnlichkeit in den Ry-Werten
mit den verschicdensten Lésungsmittelsystemen nicht errcicht werden
kann, ergibt sich die Notwendigkeit einer chemischen Vorfraktionierung.
Durch eine modifizierte Barium-Alkohol-Fallung wird daher der trichlor-
essigsaure Gesamtnierenextrakt in 3 Fraktionen unterteilt,

2. Zwei dieser Fraktionen, in denen die meisten Phosphorverbindun-
gen enthalten sind, werden getrennt papierchromatographisch auf-
gearbeitet. Dabei gelingt es, mit neuentwickelten Losungsmitteln unter
Ausnutzung verschiedener Verfahren der Papierchromatographie 23
phosphorhaltige Verbindungen isoliert zu erfassen.

3. Zur Erkennung und Identifizierung dieser P-Verbindungen
dienen: Ammoniak-Resistenz-Test, Photoprintverfahren, charakte-
ristische Farbreaktionen, Ry-Wert-Bestimmung in bekannten und neuen
Losungsmitteln, Vergleichschromatographie mit Testsubstanzen, ,,Misch-
chromatographie® und verschiedene andere Verfahren.

Die quantitative Auswertung erfolgt tiber die elektrocolorimetrische
Bestimmung des Phosphorgehaltes jeder erfaiten Verbindung.

4. Die an 20 Tieren getrennt durchgefithrten Untersuchungen er-
lauben die Aufstellung einer Mittelwerttabelle tiber die Normalverteilung
siurelslicher Phosphorverbindungen im Nierengewebe. Ordnet man die
Verbindungen entsprechend ihrem prozentualen P-Gehalt, bezogen auf
den saureldslichen Gesamtphosphor, so crgibt sich, daf Orthophosphat
mit 30%, dic absolut grifite Fraktion ist. Es folgt an zweiter Stelle cine
noch nicht identifizierte Verbindung mit 10%,. AMP mit 5,7%, und DPN
mit 5% finden sich regelmifig in groBeren Mengen als die 3 energie-
reichen Verbindungen Kreatinphosphat mit 4,5%,, ADP mit 3,89, und
ATP mit 2,69%,. IMP, CMP und 6 noch nicht identifizierte Nucleotide
sowie b verschiedene phosphorylierte Hexosen und Triosen finden sich
nur in geringeren Mengen. Es werden auBerdem 3 Verbindungen erfallt,
die Schwefel und Phosphor enthalten,
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Verwendete Testsubstanzen.

Kreatinphosphat, Acetylphosphat, 2-Phosphoglycerinsiure, 3-Phosphoglycerin-
séure, (Glucose-1-phospht, Glucose-8-phosphat, Hexose-1,6-diphosphat, Phospho-
cnol-hrenztraubensiure, «-Glycero-phosphat, Adenosin-5'-monophosphast, Inosin-
&’-triphosphat, Triphosphopyridinnucleotid, Diphosphapyridinnucleotid, Thiamin-
monophosphat, Co-Carbioxylase und Flavin-mononucleotide wurden uns von
Herrn Prof. H. A, Krees und Ierrn Dr. R. E. Davies (British Mcdical Rescarch
Council, Unit for Rescarch in Cell Metabolism, Dept. of Biochemistry, University
of Oxford) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Adenosin-5’-triphosghat (tert. Na-Salz), Adenosin-3/-monophosphat, Adenosin-
5'-monophosphat, (iumnosin-monophosphat und Inosin-monophesphat von der
Zellstoffabrik Waldhof, Mannheim-Waldhof,

3-Phosphoglycerinsa ire (Ba-Salz) und verschicdene Priparate von Diphospho-
pyridinnucleotid (DPN 75, DI'N 95 und hydriertes DPXN) von der Firma C. F.
Boehringer & Sochne, Munnheim.

Cytidin-monophosphat von der Chem. Fabrik Dcutsche Hoffmann -La Roche,
Grenzach-Baden.

Guanosin-monophosphat (Na-Salz) und Iexose-1,8-diphosphat von dem
Chem. pharm. Werk Dr. Georg Henning, Berlin-Tempelhof.

Uridin-monophosphat wurde von der Firma Light & Co. Ltd., England,
bezogen.

Fructose-8-phosphat wurde dureh saure Hydrolyse von Hexose-1,6-diphosphat
als chromatographisch einheitliche Substanz sclbst hergestellt.

Herrn Prof. Ercmnicrtz danken wir herzlich fiir dic Anregung zu der vor-
liegenden Arbeit und dic viclseitige freundliche Forderung.

Dem Deutschen Komitee des ,,Williams-Waterman Fund of the Rescarch
Corporation (New York}” gilt unser ganz besonderer Dank fiir die materiolle
Unterstiitzung.

Herrn Prof. 1. A. KrEBS und Herrn Dr. R. E. Davies sowie den Firmen:
Zellstoffabrik Waldhof, C. T. Bochringer & Sochne, Deutsche HofTmann-La Roche
und Dr. Georg Henning sprechen wir unseren Dank aus fiir die Uberlassung von
Testsubstanzen,
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